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論文内容要旨
匿目的璽
 成体マウスの表皮内には樹枝状を呈するThy-1(+),CD45(+),CD3(+),TcR一γδ(+),
 CD4(一),CD8(一),CD5(一)の細胞が存在し,丁昼y-1+dendri七icepidermalTcell(Thy-1+
 DEC)と呼ばれている。近年この細胞の丁細胞レセプター(TcR)がγδ型であることが明ら
 かにされた。γδ丁細胞は,生体内では皮膚をはじめ腸管,舌,肺,女性生殖器等,外界に接し
 た上皮内に多く存在することから,それらは外界からの攻撃に対する免疫監視の働きをしてい
 るものと推定されている。最近Thy-1+DECのTcRがほとんど全てVγ一3」γ一lCγ一1/Vδ一1D
 δ一2」δ一2Cδのみから構成されているという,きわめて限られた選択性を有している点が明ら
 かにされ,そのligandや表皮内におけるThy-1+DECの機能について,多くの関心がよせられて
 いる。一方最近,皮膚移植および皮膚器官培養においてThy-1+DECがLangerhans細胞に加え
 て表皮内から真皮内および培養液中へと遊走する現象が報告された。しかしながら真皮内での
 Thy-1+DECの動態についてはほとんど解明されていない。またその増殖についても,CORAお
 よびIL-2の双方の存在条件下でのみ反応するという報告があるにすぎない。今回我々は,真皮由
 来と、思われる線維芽細胞様の間質細胞株,およびそれよりいくっかのクローンを樹立し,この細
 胞がIL-2の存在下でThy-1+DECを選択的に増殖させる現象を見いだし,その解析を行った。
匿方法還
 BALB/cマウスの耳の表皮および真皮側を細切,分散して培養し,間質細胞株およびクローン
 を得た。耳の皮膚を3日間器官培養して培地中に遊走してくる細胞を集めて落下細胞とした。間
 質細胞と落下細胞とを1レ2の存在下で共存培養し,継時的に増殖してくる細胞の細胞数を計数し,
 3H-thymidineの取り込みを測定して間質細胞の増殖刺激能を比較し,またFACSを用いて増殖
 してきた細胞の表面抗原を解析した。diffusionchamberを用いて間質細胞と落下細胞との接触
 の必要性を検討した。間質細胞の培養上清に関しても,その増殖補助能を検討した。
鑑結果還
 得られた間質細胞株ならびにクローンは,位相差顕微鏡上では多角形で扁平な線維芽細胞様形
 態を示し,電顕ではゴルジ体および豊富な粗面小胞体をもち,myofilamen上様構造も認められた
 ため,myofibroblastに近いものと考えられた。このクローンと落下細胞とをIL-2の存在下で共
 存培養すると,小型のリンパ球様細胞の選択的増殖が観察された。それらの表面抗原は,Thy-1,
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 CD3,TcR一γδ陽性,CD4,CD8陰性であり,これらはThy4+DECと考えられた。この増殖は
 3'H一七hymidineの取り込みにおいても示された。間質細胞あるいはIL-2いずれか一方のみによる
 刺激ではThy4+DECの増殖は起こらなかった。diffusionchamberを用いてこの増殖に間質細
 胞と落下細胞との直接接触が必要か否かを検討したところ,接触のない系においてもリンパ球
 様細胞の増殖は認められたが,接触を許された系の方が増殖はより顕著であった。10倍に濃縮
 した間質細胞の培養上清も増殖補助活性を示したが,これはIL-1,3,4,5,6,7,GM-CSF,TN
 Falpha,IFNgamma単独あるいはこれにIL-2を加えたものでは代用できなかった。
 匿考按】
 今回樹立された間質細胞は,電顕上でトノフィラメントやデスモゾームをもたず,また培養条
 件下でacetylatedLDLの取り込みも見られなかったことから,表皮細胞や内皮細胞とは異なる
 lineageのものと考えられた。また,この細胞はThy4,Mac4,CD45の骨髄由来の抗原は陰性
 であった。したがって,この細胞はfibroblast,myofibrob工ast,pericy七eのいずれかに属する
 ものと考えられた。間質細胞のリンパ球増殖補助作用については骨髄で最も研究が進んでおり,
 工L-7を初めとする液性因子の産生,および直接接触による細胞間相互作用といった機序があげら
 れているが,我々の系でもその双方が関与しているものと考えられた。今回樹立された皮膚間質
 細胞の培養上清はThy4+DECの増殖補助活性を有しており,またデータには示さなかったが
 IL-7を含んでいた。王L-7は単独ではThy-1DECを増殖させないものの,上清中のほかのサイトカ
 インの共存によりその増殖が生じた可能性も考えられる。最近,間質細胞の産生する細胞外基質
 であるビトロネクチンやファイブロネクチンに対する受容体を丁細胞が有しており,丁細胞はそ
 の刺激によって活性化されることが報告されている。我々の系でこのメカニズムが働いているか
 否かを調べることが今後の検討課題であり,それは,真皮での免疫現象の解明に新たな糸口にな
 るものと思われる。
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 審査結果の要旨
 マウス表皮内にはThy-1+dendri七icepidermalTce11(Thy-1+DEC)と呼ばれるγδ型丁細
 胞が存在している。この細胞の機能はあまり明らかではなく,近年Larsenらがこの細胞が真皮
 内へ遊走する可能性を示唆する報告を行ってはいるが,その真皮内での動態についてはほとんど
 解明されていない。一方,骨髄や胸腺では血球系やリンパ球系の細胞の増殖や分化に間葉系由来
 の結合組織細胞(間質細胞;stromalcell)の密接な関与が明らかにされてきた。
 本論文の著者,中川聡は真皮結合組織中にも類似の間質細胞が存在する可能性を想定し,線維
 芽細胞様の形態を示す間質細胞のクローンを樹立し,それがIL-2の存在下で表皮からの落下細胞
 中のThy-1+DECを選択的に増殖させる働きをもっことをここに報告している。
 樹立した間質細胞は表皮シートとともに皮膚より得られるが,上皮細胞の形態は示さず,
 形態的にはmyofibroblas七に類似しており,真皮の最上層に存在する間質細胞由来と結論された。
 この間質細胞とiL-2の存在下で表皮よりの落下細胞とを共存培養して増殖してくる小形細胞
 はCD4一,CD8“,γδTCR+であり,Thy-1+DECのphenoけpeに一致するものであった。(最終
 的にThy-1+DECと確定するにはそのTCRがVγ3である証明が必要とされる)。
 さらに,diffusionchamberを用いてこの間質細胞のγδ丁細胞増殖補助機構には,両細胞間
 の相互の接触を介するものと,闇質細胞の培養上清中に放出される液性因子を介するものとの双
 方が関与することも明らかにされた。
 細胞間の接触に関しては,近年細胞外マトリックスであるfibronectinやvitronectinに対する
 受容体をリンパ球系細胞が発現しており,リンパ球がそれらマトリックスを介し,活性化される
 ことが報告されている。このような機構を探る上で,今回樹立された細胞株は,貴重なモデルを
 今後の研究に提供するものである。
 一方,γδ丁細胞増殖に関与する間質細胞由来の液性因子の活性は既知のサイトカインを単独
 で加えることでは代償されなかった。これらサイトカイン相互の組み合わせにより代償されるこ
 とも考えられるが,樹立された間質細胞クローンが新しい液性因子を産生している可能性も否定
 はできない。
 さらにこのγδ丁細胞の増殖に,ともに落下してくるLangerhans細胞が関与する可能性の有
 無についても今後検討してゆく必要がある。
 以上,本論文はマウスの皮膚の真皮の間質細胞にこれまで全く知られていないγδ型丁細胞の
 選択的増殖補助作用があることを明らかにしたものである。本研究は新しい突破口を開いたばか
 りのところであり,今後検討すべき点も多いが,皮膚免疫機構の新たな一面を明らかにした画期
 的なものであり,学位に価するものと考える。
 一68一
